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(57) Abstract: The invention concerns a method for significantly increasing the performance of selective dispensing of micro- 
droplets, for producing spatial and targeted selectivity by dispensing a predetermined reagent on a predetermined site, and in pro- 

^-j viding an easily adaptable multifunctional system. One embodiment of the inventive system comprises a substrate (2) covered with 

-<J a diaphragm (3) and means for deforming (65) the diaphragm perpendicular to each cavity formed in the substrate, and wherein 
the cavities, etched in a material forming the substrate (2) according to a matrix-type arrangement, are in the form of wells (10) 

0\ passing through the substrate with axially symmetrical continuous side walls (11); each well emerges onto an upper surface and a 
lower surface of the substrale respectively as a feeding orifice (12) and a discharge orifice (14), the feeding orifice having an opening 

yQ substantially greater than the nozzle orifice (13). 

On 

y—i (57) Abrege : (/invention vise a pcrmcttre une augmentation considerable du rendemcnt de distribution selective de micro-gout- 
O telettes, a rcaliser une sclectivile spatiale et ciblee en distribuant un reactif predetermine sur le site predetermine, el a realiscr un 
Q s y st « me muitifonctionncl et facile a adapter. Un exemple de sysleme de distribution selon 1'invention comporte un subslrat (2) re- 
^ couvert d'une membrane (3) et des moyens de deformation (65) de la membrane au droit de chaque cavite 
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formeedans lesubstrat, et dans lequel les cavites, graveesdans un materiau constituanl le subslrat (2") scion un arrangement matriciel, 
sc presentent sous forme de puits (10) traversant le substral avec des parois laterales continues (1 1 ) de symetrie axiale; chaque puits 
debouche sur la face superieure et la face inferieure du subslrat selon respectivemenl un orifice d' alimentation (12) et une busc 
dejection (14), l'orilice d'alimentation prescntatu une ouverture sensiblement superieure a l'orifice (13) de la buse. 
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SYSTEME DE DISTRIBUTION PARALLELE ET SELECTIVE DE MICRO- 
GOUTTELETTES A HAUT RENDEMENT 



5 L'invention concerne un systeme de distribution parallele et 

selective, a haut rendement, de micro-gouttelettes de volume extremement 
reduit -de I'ordre d'un sous-multiple de nano-litre, voire d'un sous-multiple de 
pico-litre-, des cartouches transportables et un kit pour mettre en ceuvre une 
telle distribution, ainsi que les applications de ce systeme, notamment dans 

io les domaines de la chimie, de la biologie, de la biotechnologie ou de la 
pharmacie, -en particulier pour la realisation de bio-puces, pour des tests 
pharmaceutiques, immunologiques ou biochimiques, pour le criblage de 
chimiotheques ou de serotheques, ia preparation de medicaments ou leur 
administration percutanee par iono-phorese, ou encore dans les domaines de 

15 la cosmetique, pour la realisation de diffuseurs de parfums ou d'aerosols, de 
I'impression par jet d'encre ou de Pelectronique automobile, en particulier dans 
les injecteurs de carburant ou de gas-oils. 

Les recents progres en matiere de recherche genomique et 
proteomique permettent de disposer d'un nombre considerable de molecules 

20 biologiques et therapeutiques a tester. Cependant, les faibles quantites de 
produits biochimiques disponibles ainsi que leur cout eleve ont conduit a 
rechercher une augmentation sensible des capacites d'experimentation par 
optimisation du rendement. 

Pour ce faire, differentes techniques ont ete appliquees a la 

25 manipulation de liquides biochimiques, teis que les systemes de repiquage ou 
de micro-pipetage avec des actionneurs piezoelectriques et, plus recemment, 
la technique d'impression par jet d'encre. 

Le but de ces technologies est la preparation de bio-puces par 
I'impression de sondes biologiques (d'oligonucleotides, proteines, peptides, 

30 etc.), pre-synthetisees dans la majorite des cas, sur une surface de differents 
types de support, tels que verre, nylon® ou cellulose®. 
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II est par exemple connu des documents US 5,053,100 ou US 
6,083,762, des pipetages qui utilisent un actionneur piezoelectrique sur une 
micro-pipette. Cette technique permet fimpression d'oligonucleotides pre- 
synthetises ou synthetases in situ. Cependant, ces systemes sont fabriques a 
I'unite et sont inaptes a la distribution parallele a haute densite. 

Dans le document US 6,028,189, la distribution de reactifs est 
effectuee par /'utilisation de micro-pompes de type a jet d'encre, activees par 
un actionneur piezoelectrique. Chaque micro-pompe est realisee dans un bloc 
de silicium, avec des canaux d'alimentation et d'ejection des gouttelettes. Afin 
de realiser des syntheses in situ, quatre micro-pompes delivrent des bases 
d'ADN par ejection dans des puits circulaires, formes sur un substrat de verre 
commande en deplacement selon deux axes. 

Ces systemes ne permettent pas de realiser une impression a 
tres haut rendement au sens de la presente invention, c'est-a-dire quelques 
centaines a quelques milliers de gouttes par cm 2 : avec quatre pompes 
operant a quelques centaines de Hz, une machine selon le document 
precedent imprimerait 100 000 gouttes en quelques centaines de secondes. 
La synthese de sondes de 25 oligonucleotides necessitera it alors plus de 2 
heures. 

L'invention vise a permettre une augmentation considerable 
du rendement de distribution selective de micro-gouttelettes, par une forte 
augmentation de la densite d'impressions parallels, comparable aux densites 
obtenues par la photochimie pour I'immobilisation de molecules specifiques a 
travers des masques de photolithographie. Cette methode est limitee aux 
molecules pouvant etre fixees par photochimie et ne permet 
fondamentalement pas de manipuler individuellement des gouttelettes de 
reactifs. De plus, la synthese in situ, par cette methode, est limitee a environ 
25 mononucleotides. 

Un autre but de l'invention est de permettre de realiser une 
selectivity non seulement spatiale, en permettant de distribuer le reactif sur 
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des sites predetermines ou programmes, mais egalement cibiee en distribuant 
un reactif selectionne parmi plusieurs sur le site predetermine. 

(.'invention vise egalement a realiser un systeme 
multifonctionnel et facile a adapter sous differentes formes, par exemple sous 

5 forme de kits miniatures d'analyse biologique ou biochimique pour permettre 
un grand nombre d'applications. En particulier, I'invention permet de ne pas se 
limiter a la synthese de 25 nucleotides par sonde mais de synthetiser des 
sondes longues pouvant atteindre, par exemple, 70 nucleotides, tout en 
conservant un rendement eleve. 

10 Ces buts sont atteints en utilisant une tete d'impression dans 

laquelle est realisee, par des techniques de type microelectroniques a haute 
densite, une matrice de puits de forme particuliere et alimentes suivant une 
connectique specifique pour une distribution selective a haut debit. 

Plus precisement, I'invention a pour objet un systeme de 

15 distribution de micro-gouttelettes a haut rendement, comportant un substrat 
recouvert d'une membrane et des moyens de deformation de la membrane au 
droit de chaque cavite formee dans le substrat, et dans lequel les cavites, 
gravees dans un materiau constituant le substrat, se presentent sous forme de 
puits traversant le substrat avec une paroi laterale continue de symetrie axiale; 

20 chaque puits debouche sur la face superieure et la face inferieure du substrat 
selon respectivement un orifice d'alimentation et une buse ouverte selon un 
orifice d'ejection, I'orifice d'alimentation presentant une ouverture superieure a 
I'orifice de la buse et la buse presentant un rapport de forme de I'ordre de 1 a 
20. 

25 Selon ('invention, il convient de comprendre par distribution 

rejection ou Inspiration de micro-gouttelettes, par haut rendement de 
quelques dizaines a quelques miiliers de micro-gouttelettes distributes 
parallelement en une fraction de seconde, par paroi a symetrie axiaie une 
paroi de revolution ou cylindrique, par exemple de section carree, et par 

30 rapport de forme le rapport entre la hauteur et I'ouverture de la buse de sortie. 
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Pour atteindre ce tv j<& de rendement, le substrat presente une 
densite de puits pouvant atteindre 10 000 par cm 2 , avec un debit pouvant 
depasser 1 million de gouttelettes a la seconde. 

Avantageusement, le materiau du substrat est choisi parmi les 
5 materiaux semi-conducteurs tels que le si! ; cium, I'arseniure de gallium, le 
carbure de silicium, le germanium, les composites d'oxydes et d'isolant (tels 
que le SOI, initiates de silicium-oyde-isolant), les verres, les nitrures de 
silicium, le polysilicium, les ceramiques, les materiaux thermoplastiques, -tels 
que le polymethacrylate de methyle, les polycarbonates, le 
10 polytetrafluoroethylene, le chlorure de polyvinyle ou le polydimethylsiloxane, 
les resines photosensibles epaisses ( par exemple la resine « SU8 »)-, ainsi 
que les metaux, tels que le tungstene ou les aciers inoxydables. 

De maniere preferee, les techniques de micro-fabrication pour 
realiser les puits ou les micro-canaux sont choisies en fonction du materiau du 
15 substrat : 

- gravures chimiques humides ou seches telles que la gravure 
ionique reactive (en abrege RIE) ou la gravure profonde (en abrege D-RIE) 
pour le silicium et verre ; 

- gravure par electroerosion ou electroformage pour les 

20 metaux ; 

moulage et polymerisation pour les materiaux 

thermoplastiques ; 

- photolithographic, decoupage au laser, ultrasons, ou par 
projection d'abrasifs pour la plupart des substrats. 

25 Selon des modes preferes, le materiau de la membrane est 

choisi entre le verre, le silicium, les elastomeres et ies materiaux 
thermoplastiques; la membrane peut etre gravee par les techniques de 
gravure citees plus haut, afin de realiser un reseau de micro-canaux 
d'alimentation des puits, ces micro-canaux etant couples en extremite a au 

30 moins un reservoir d'alimentation en reactif. 
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Dans des modes de realisation particuliers, ies moyens de 
deformation locale de la membrane sont constitues par des actionneurs 
electromagnetiques, magnetostrictifs ou piezoelectriques. Des moyens 
altematifs sont egaiement prevus tels que Ies moyens thermiques de type jet 
5 d'encre ou thermoelastiques par effet de type bilame, I'electro-vaporisation 
produit par un champ electrique localise entre chaque puits, ou encore des 
actionneurs electrostatiques. 

L'ensemble des moyens de deformation peut etre gere par 
une unite de commande programmable a travers un reseau de multiplexage. 
10 Une telle unite permet de deciencher simultanement ou successivement 
Inspiration ou la distribution de reactifs identiques ou differents a travers tous 
Ies puits, a travers des blocs de puits ou certains puits. 

Selon des modes de realisation particuliers, la tete 
d'impression possede quatre ou un multiple de quatre lignes et un nombre de 
15 colon nes de puits adapte a la densite souhaitee, afin de proceder a la 
synthese de sondes d'ADN a partir des quatre monomeres de base des 
nucleotides pour la preparation de bio-puces. Les puits de chaque ligne sont 
alimentes par un meme reservoir a travers un micro-canal forme dans la 
membrane parallelement a la ligne de puits et couple lateralement a la ligne 
20 ou orthogonalement au plan du substrat, les reservoirs etant graves dans la 
membrane ou disposes a distance et relies aux micro-canaux par des 
connexions souples. 

L'invention concerne egaiement les applications de la tete 
d'impression definie ci-dessus. Pour mettre en ceuvre au moins certaines 
25 d'entre elles, il est avantageux de preparer un ensemble pret a I'emploi sous 
forme de : 

- cartouche de distribution comprenant au moins une tete 
d'impression preremplie de reactifs et de plaquettes de titration en materiau 
semi-conducteur ou thermoplastique, pouvant presenter des micro-cuvettes 
30 formees par gravure de type micro-eiectronique, par usinage, par moulage, 
par thermoformage, ou toute technique adaptee a une telle fabrication ; 
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- kit de distribution comprenant au moins une tete 
d'impression, pouvant etre equipee d'au moins une pompe d'aspiration, et au 
moins une piaquette de Titration, preremplies ou non de reactif. 

Ces cartouches ou ces kits sont plus particulierement 
5 destine(e)s a ia preparation de bio-puces, par synthese in situ ou depot 
d'oligonucleotides pre-synthetises, au criblage collectif ou individue! sur 
molecules biologiques ou sur cellules, a la preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaceutiques ou de depistage immunologique, biochimiques et 
biologiques. 

10 (-'administration percutanee de medicaments par iono-phorese 

peut etre realisee a partir d'une tete d'impression definie precedemment 
comportant un plusieurs puits. Un systeme d'application d'une difference de 
potentiel adequate sur une cellule piezoelectrique, ou tout moyen de 
declenchement electromagnetique, forme un dispositif d'administration d'une 

15 quantite calibree d'au moins un medicament contenu ou forme dans ce puits. 

Outre les applications citees plus haut, I'invention peut 
egalement etre utilisee pour la separation et le tri, par exemple en 
chromatographie par filtration selective. Sur les parois des puits d'une tete 
d'impression selon I'invention sont d'abord fixees, greffees, bloquees ou 

20 accrochees, par tout moyen connu, des bio-cellules identiques ou differentes 
par puits ou par blocs de puits. La tete d'impression peut etre integree a 
i'embout d'une seringue. 

D'autres caracteristiques, avantages et applications 
apparaTtront egalement dans la suite de la description qui detaille, plus 

25 particulierement, des exemples de mise en ceuvre non limitatifs de la presente 
invention, en reference aux figures annexees qui represented, 
respectivement : 

- la figure 1, une vue schematique partielie en perspective 
d'une tete de distribution limitee a I'environnement d'un puits de base d'un 

30 systeme selon I'invention ; 
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- la figure 2, une vue en coupe selon 11-11 de la tete selon la 
figure 1 avec un reservoir de remplissage ; 

- la figure 3, une vue schematique en perspective d'une tete 
de distribution d'un systeme selon I'invention a huit puits de distribution ; 

5 - la figure 4, une vue en coupe selon IV-IV de la figure 

precedente ; 

- la figure 5, une vue schematique en perspective d'une tete 
de distribution d'un systeme selon I'invention a seize puits de distribution ; 

- la figure 6, une vue en coupe selon V-V de la figure 

10 precedente ; 

- les figures 7 et 8, deux vues cavalieres de la face inferieure 
de la tete de distribution du systeme selon la figure 5 et selon une variante ; 

- la figure 9, une vue en perspective du systeme selon la 
figure 5 avec des moyens de distribution d'un reactif a distance; 

15 - la figure 10, une vue en perspective du systeme selon la 

figure 5 avec des moyens de distribution a distance de quatre mononucleides 
pour former des sondes sur une lame mobile ; 

- la figure 11, une vue en coupe schematique d'un systeme de 
distribution selon I'invention illustrant le principe d'actionnement selectif des 

20 puits de distribution ; 

- les figures 12a et 12b, des vues en coupe illustrant les deux 
phases d'actionnement d'un puits par des moyens electromagnetiques de 
decienchement selectif ; 

- les figures 13a et 13b, une vue en coupe d'un systeme de 
25 distribution selon I'invention, illustrant I'actionnement selectif respectivement 

par des moyens electromagnetiques et des moyens piezoelectriques de 
decienchement selectif; 

- la figure 14, une vue en coupe d'une tete de distribution en 
phase de remplissage par aspiration de reactifs pour la preparation d'une 

30 cartouche de distribution selon I'invention ; 
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- la figure 15, une vue en coupe d'un systeme de distribution 
selon I'invention applique au traitement de cellules sur une plaquette de 
titration ; 

- la figure 16, une vue en coupe d'un systeme de distribution 
5 selon I'invention applique a la detection d'hybridation dans le cadre d'un test 

genetique; 

- la figure 17, une vue en coupe d'un systeme de distribution 
selon I'invention appliquee a I'administration percutanee de medicaments. 

Sur toutes les figures, des signes de reference identiques 
10 designent des elements identiques ou techniquement equivalents. Les 
membranes apparaissent en transparence afin de faciliter la visualisation de 
I'ensemble des elements representes. 

Un exemple de tete de distribution 1 est illustre en figure 1, 
telle que limitee a son environnement autour d'un puits de distribution 10. 
15 Chaque puits 10 a ete grave par photolithographie suivie d'une gravure 
humide chimique dans un substrat de silicium 2 recouvert d'une membrane 3 
en pyrex® , la membrane et le substrat sont assembles par soudure anodique 
pour former la tete 1 . 

Le puits 10 possede une forme pyramidale inversee, et 
20 traverse de part en part le substrat de silicium 2 selon quatre parois 
continument inclinees 11 et definies par les plans cristallins 1-1-1 du silicium. 
L'ouverture superieure 12 du puits, qui communique avec la membrane 3, 
forme un carre de cote superieur au cote de I'orifice inferieure 13 afin 
d'accelerer rejection des gouttelettes. Un micro-canal 20 d'alimentation ou 
25 d'evacuatton du puits en reactif est usine dans la membrane 3. 

Dans cet exemple de realisation, les dimensions de puits sont 

les suivantes : 

- cote de l'ouverture superieure: 500pm 

- cote de I'orifice inferieur: entre 10 et 50 urn (environ 30 urn) 
30 - epaisseur de la membrane : 10 a 50 pm 

- epaisseur du substrat : 360 pm 
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En vue en coupe selon la figure 2 seion 11-11, ii apparaTt que le 
micro-canal 13 communique avec un reservoir d'alimentation ou de stockage 
4 de reactif 5. II est egalement montre sur cette vue que la face inferieure 2i 
sensiblement plane du substrat 2 forme saillie autour des parois laterales 11 
5 du puits 10 de maniere a prolonger ces parois en formant une buse 14. De 
telles buses sont obtenues par usinage de la face inferieure. La hauteur H 
d'une telle buse rapportee au cote C, cote de I'orifice 13, mesure le rapport de 
forme environ ega! a 3 dans I'exemple, qui ameliore la formation de micro- 
gouttelettes de volume de l'ordre du picolitre. La valeur du rapport de forme 

10 est limitee par des contraintes technologiques et un bon compromis est a 
rechercher entre 1 et 20, suivant le materiau et la technique de gravure 
utilises. Par ailleurs, la distance moyenne entre deux puits est typiquement 
d'environ 550 urn. 

Sur la figure 3, la vue en perspective d'une tete de distribution 

15 1 comporte huit puits 10 relies individuellement a huit reservoirs 4 par huit 
micro-canaux 20. Les dimensions typiques d'une telle tete sont : 

- longueur : 3mm 

- largeur : 5mm 

- epaisseur : 1mm selon epaisseur des reservoirs 

20 La vue en coupe representee en figure 4, selon le plan IV-IV 

de la figure precedente, montre bien I'independance des reservoirs 

4 permettant la distribution ou I'aspiration de reactifs differents 5a et 5b. 

En variante, les figures 5 et 6 montrent, respectivement en 

vue cavaliere et en coupe selon le plan V-V, une tete de distribution 
25 comportant seize puits 10 relies individuellement a seize reservoirs 4 par seize 

micro-canaux 20. Une telle configuration est avantageusement utilisee pour 

distribuer seize reactifs differents. 

La face inferieure 2i sensiblement plane du substrat 2 de la 

tete de distribution des figures 5 et 6, est representee en vue cavaliere sur la 
30 figure 7 et en variante sur la figure 8. En figure 7, les parois des puits 10 

apparaissent en saillie sous forme de pyramides. Cette forme inclinee des 
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parois est avantageuse car le reactif ne risque pas de s'accumuler et done de 
stagner. Par ailleurs du point de vue hydrodynamique, elle permet un meilleur 
ecoulement avec une repartition des pressions et des vitesses de maniere 
continue. En figure 8, ces memes parois 11 apparaissent en transparence 
5 sous une forme cylindrique, de diametre egai a 100 microns, prolongee par un 
embout centre 6, egalement cylindrique et de diametre de 20 microns. 

Lorsqu'un seul reactif est distribue ou aspire simultanement a 
travers les puits, la configuration de membrane illustree en figure 9 est 
avantageusement mise en ceuvre. Dans cette configuration, la membrane 3 
10 possede une ouverture unique 30 qui permet d'alimenter ou d'aspirer un 
meme reactif sur tous fes puits 4 sans I'utilisation de micro-canaux. Ce reactif 
est transports depuis ou aspire vers un reservoir distant (non representee) a 
travers un tuyau souple 7 couple a un micro-capillaire unique 40 traversant la 
membrane 3. 

15 Lorsque plusieurs reactifs sont distribues, par exemple quatre 

mononucleides A, C, T, G, dans le cas illustre par la vue en perspective de la 
figure 10, la membrane precedents est cloisonnee par trois traversers 31 de 
maniere a former quatre conduits independants 32 d'alimentation ou 
d'aspiration des reactifs. Ces conduits sont relies a quatre micro-capillaires 41 

20 couplees, a travers la membrane 3 et quatre tuyaux souples' 7, a quatre 
reservoirs distants (non representes). Une telle configuration est 
particulierement adaptee a la distribution des quatre nucleotides de base pour 
former des sondes 9 pour la preparation de micro-puces sur une lame 82 
recouverte d'une couche de silane 83 pour permettre le greffage des premiers 

25 nucleides. La lame 82 est supportee par un dispositif de positionnement 86, 
selon les axes XYZ. 

Dans le but de distribuer le ou les reactifs par micro- 
gouttellettes 50 de maniere selective, e'est-a-dire en sollicitant chaque puits 
independamment les uns des autres, la membrane 3 est sollicitee locafement, 

30 comme illustre sur la vue en coupe de la figure 1 1 . L'actionnement selectif des 
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puits 10 de distribution est provoque par des moyens deformant localement la 
membrane 3 par application d'une force F. 

Sur les vues en coupe des figures 12a et 12b, les deux 
phases d'actionnement d'un puits 10 par deformation locale de la membrane 
5 actionnes par des moyens electromagnetiques de declenchement sont 
illustres. Ces moyens sont formes d'un electroaimant elementaire 60 compose 
d'un circuit d'excitation 61 generateur de courant, comprenant notamment une 
bobine 63 coupiee a un noyau d'entrefer 64. Les moyens electromagnetiques 
comprennent egalement une pastille aimantee 65 fixee sur la membrane 3 au 

10 droit du puits et susceptible d'etre polarisee par I'electroaimant. La pastille 
peut alternativement etre un aimant permanent, ou en materiau dia ou 
paramagnetique. 

Lorsque le courant 62 circule, le noyau 63 exerce une force 
d'attraction F a sur la pastille 65. La membrane 3 est alors deformee vers 

15 I'electroaimant et le liquide 51 est stoppe a I'ecoulement a travers I'orifice 13 
(figure 12a). Lorsque le courant 62 circule dans I'autre sens par inversion des 
poles, le noyau 63 exerce une force de repulsion F r sur la pastille aimantee 65. 
La membrane est deformee en creux et le liquide 51 est expulse sous forme 
de micro-gouttelettes 50 a travers I'orifice 13 de la buse d'ejection (figure 12b), 

20 avec un volume calibre et controle par les dimensions de la buse ainsi que par 
I'amplitude et la duree du signal electrique applique. 

Alternativement, rejection de gouttelettes peut se faire par 
application d'impulsions de courant electrique ou par application d'un courant 
alternatif a la frequence de resonance propre de la membrane. 

25 Afin de reaiiser une distribution selective de micro- 

gouttelettes, c'est-a-dire dont la commande est individualisee au niveau de 
chaque puits, la deformation locale est realisee par un ensemble de moyens 
de declenchement. Les figures 13a et 13b illustrent en coupe un tel ensemble 
forme respectivement par des moyens electromagnetiques et des moyens 

30 piezoelectriques. 
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Les moyens electromagnetiques comprennent des 
electroaimants 60 et des airnants 65, disposes sous forme matricielle au droit 
de chaque puits 4, et les moyens piezoelectriques comprennent des pastilles 
piezoelectriques 70, couplees a des circuits d'excitation 61 du meme type que 
5 ceux utilises pour les moyens electromagnetiques. Le declenchement 
piezoelectrique de micro-gouttelettes 50 (figure 13b) est active de la meme 
facon que dans le cas de declenchement electromagnetique (figures 12 et 
13a) par fermeture des circuits 61, I'ouverture des interrupteurs 66 arretant 
Fecoulement des gouttelettes 50. Dans le cas de I'utilisation d'actionneurs 
10 piezoelectriques, les signaux electriques sont cette fois-ci des differences de 
potentielles appliquees aux bornes des elements piezoelectriques. 

L'ensemble des moyens de declenchement est gere par une 
unite de commande (non representee) programmable a travers un reseau de 
couplage ou de multiplexage, dont la mise en ceuvre releve du domaine de 
15 competence de I'homme de I'art. Une telle unite permet de declencher 
simultanement ou successivement I'aspiration ou la distribution d'un meme 
reactif ou de reactifs differents a travers les puits. 

II est ainsi possible d'obtenir un debit d'ejection de gouttelettes 
eleve, par exemple 100 gouttelettes par seconde pour un meme puits. II est 
20 ainsi possible d'atteindre le debit de 100 000 pour une tete d'impression 
de 1000 puits, avec une deformation de la membrane controle par le signal 
exterieure. En effet, le liquide etant quasiment incompressible, le rapport entre 
les vitesses de deplacement du liquide entre I'ouverture superieure et I'orifice 
d'ejection du puits est inversement proportionnel au rapport des surfaces 
25 respectives. Dans I'exempie illustre, le rapport des cotes des orifices etant 
d'environ 15, la vitesse d'ejection des gouttelettes est done environ 15 fois 
superieure a celle de deformation des membranes. 

Pour la preparation d'une cartouche de distribution selon 
I'invention, des reactifs sont aspires dans une tete de distribution comme 
30 illustre sur la vue en coupe de la figure 14. Pour effectuer une telle aspiration, 
les reactifs sont contenus dans des micro-cuvettes 80 gravees sur une plaque 
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81 selon des dimensions correspondantes a celle des puits 4. Cette plaque 
comporte dans I'exemple 9 600 micro-cuvettes espacees de 0,6 mm. 
Quelques milliers de cuvettes par cm 2 peuvent egaiement etre realisees, alors 
que les plaques de titration couramment utilisees ne comportent actuellement 

5 que 1 a 4 cuvettes par cm 2 . 

La plaque est deplacee par reglage micrometrique 
(direction Z) vers le substrat 2 jusqu'a ecraser des joints d'etancheite en 
teflon® 82 fixes en bordure des micro-cuvettes 80. D'autres materiaux peuvent 
etre alternativement utilises pour former les joints : en silicone, vuiton®, en 

10 polymere, elastomere ou materiau thermoplastique adapte. 

Les reactifs sont alors aspires dans les puits par le 
declenchement d'une pompe 8 montee sur un tuyau d'evacuation 7 couple 
aux conduits d'evacuation des puits 4, comme detaille ci-dessus. La plaquette 
81 est egaiement mobile selon les directions XY afin de prevoir d'autres 

is aspirations a partir d'autres micro-cuvettes permettant d'effectuer des 
melanges de reactifs dans un meme puits. La plaque est placee sur une table 
de positionnement XYZ (representee en figure 10). 

Suivant les applications, les reactifs peuvent etre de type 
varie : ADNc, oligonucleotides, genes, cellules, ARNm, proteines, sequences 

20 d'ADN ou d'ARN amplifies par PCR (initiates en terminologie anglaise de 
« Polymerization Chain Reaction »), antigenes et anticorps, molecules 
therapeutiques, serums, etc. 

En vue de la preparation de sondes pour realiser une bio- 
puce, le depot d'oligonucleotides ou de proteines sur une plaquette de 

25 Titration ou sur une lame mobile est illust're sur la vue en coupe de la figure 
15. Une tete de distribution est alimentee par des reservoirs et Taction de 
pompes conformement a la figure 10. Des reactifs therapeutiques differents 52 
a 56 sont distribues dans les puits. Des cellules a traiter 15 sont deposees 
dans les micro-cuvettes d'une plaque de Titration 81. La tete et la plaque sont 

30 alignees avec precision a I'aide de reperes (non representes). La plaque de 
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Titration est realisee par injection d'un materiau thermoplastique, tel que du 
polymethacrylate de methyle ou un polycarbonate. 

Les sondes sontformees a la demande par programmation de 
I'unite de gestion des actionneurs conjointement avec ie deplacement de la 
5 lame, ce qui permet de former immediatement les sondes lors de ce 
deplacement : la duree de formation des sondes 9 est optimisee, permettant 
de gagner un temps considerable par rapport a la formation par couches 
successives de I'etat de la technique. Le haut debit obtenu avec le systeme de 
distribution selon I'invention permet de realiser des sondes pouvant atteindre 

io par exemple 60 a 70 nucleotides necessaires pour les applications en 
genomique fonctionnelle et expressions de genes. La plaquette ou la lame est 
deplace par reglage micrometrique selon des directions XY pour positionner 
les orifices des ejecteurs en regard avec les zones a imprimer. 

Dans un autre exemple d 'application a la detection 

15 d'hybridation dans le cadre d'un test genetique, tel qu'illustre en coupe sur la 
figure 16, la lame 82, preparee selon la figure precedents, est balayee par un 
flux d'ADN de patient 90. L'ADN du patient est au prealable marque 
magnetiquement par greffage de billes 91, utilise dans I'etat de la technique 
pour immobiliser des molecules dans un champ magnetique ou, 

20 alternativement, par fluorescence. 

L'avantage supplemental de la presente solution est de 
reutiliser les moyens de declenchement de distribution pour realiser la lecture 
du test par detection, ce qui permet de reduire la quantite de materiel 
electronique utilise, alors que, dans I'art anterieur, il est necessaire de 

25 disposer de bobines de lecture dans les cuvettes de titrage. 

L'hybridation ou ('interaction immunologique permet de fixer 
les ADN du patient sur certaines des sondes 9. La detection de ces 
hybridations est realisee par formation d'un couranf induit dans les circuits 61 
au droit des sondes hybridees ou par detection optique. Cette detection est 

30 rendue possible du fait de la precision de positionnement des sondes et du 
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fait, dans le cas d'un marquage magnetique, que ce sont les memes circuits 
61 qui assurent la distribution des sondes et la detection des hybridations. 

Dans I'application iono-phoretique, I'administration percutanee 
de medicaments est realisee, en reference a la vue en coupe de la figure 17, a 
5 partir d'une tete d'impression a un puits 4 de distribution. Dans ce puits, un 
medicament est distribue conformement a la methode exposee ci-dessus. Une 
tension de quelques millivolts est appiiquee par un circuit generateur de 
tension 61 sur une cellule piezoelectrique 70 afin de deformer la membrane 3. 
Une quantite precalibree de medicament 50 pendant une duree donnee peut 
10 ainsi etre administree. Deux des parois opposees 11 du puits peuvent 
egalement etre polarisees afin de faciliter ['absorption du medicament en 
provoquant la dilatation des pores de la peau. 

L'invention n'est pas limitee aux exemples de realisation 
decrits et representes. 
is II est par exemple possible de realiser des configurations de 

puits, de moyens declencheurs et cuvettes de Titration autres que matriciels : 
des configurations de forme circulaire concentrique ou en spirale conviennent 
egalement. 

Les micro-canaux peuvent egalement etre graves sur le 
20 substrat ou sur la. membrane. 11 est possible de realiser !a membrane ou le 
substrat avec une structure multicouche permettant d'integrer les micro- 
canaux de maniere tri-dimensionnelle dans des couches differentes. Les 
micro-canaux peuvent alors etre couples aux puits par des connexions 
perpendiculaires aux ouvertures superieures des puits. 
25 Par ailleurs, il est possible d'utiliser d'autres techniques pour 

declencher la deformation locale de !a membrane, par effet bilame utilisant les 
effets thermoelastiques ou la magnetostriction : la deformation 
thermoelastique d'un materiau de type bilame dispose sous forme de barrettes 
elementaires au droit des puits sur la membrane. Chaque barrette peut etre 
30 formee d'une couche de materiau ferromagnetique et d'une couche de 
materiau conducteur (en Cu, Al, Au, etc.), le materiau ferromagnetique se 
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deformant sous I'effet d'un champ magnetique produit par I'electroaimant. II 
est egalement possible d'agir par des moyens pneumatiques, par electro- 
vaporisation, ou par I'application de champs electrostatiques. 

En outre, les forces de deformation de la membrane ou son 
echauffement peuvent etre crees, par exemple a I'aide de courants de 
Foucault. La mise en resonance propre peut etre effectuee par deformation de 
la membrane ou par vibration de I'extremite de la buse. 

Par ailleurs, d'autres adaptations sont possibles afin de 
satisfaire a des applications specifiques. Par exemple, pour le criblage de 
cellules tests dans le domaine pharmacologique, en reference a la figure 15, 
les micro-cuvettes 80 d'une lame de Titration 81 sont equipees d'electrodes 
polarisees 87. Le test de reactivite des cellules peut etre optique, c'est-a-dire 
par fluorescence et/ou spectroscopic, ou electrique par mesure d'impedance 
electrique ou electrochimique. II est egalement possible d'appliquer, 
inversement, une difference de potentiel de valeur adaptee entre ces 
electrodes afin de creer une polarisation dans les cellules et favoriser ainsi 
I'effet therapeutique sur des cellules. 

Une autre application du systeme de distribution selon 
I'invention concerne ia distribution de reactifs dans les colonnes de 
spectrometrie de masse pour (a caracterisation de composes, par alimentation 
parallele ou sequentiefle comme decrit plus haul Cette application peut 
egalement convenir aux chromatographes. 
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REVENDICATIONS 

1. Systeme de distribution de micro-gouttelettes a haut 
rendement, comportant un substrat (2) recouvert d'une membrane (3) et des 
moyens (65, 70) de deformation de la membrane au droit de chaque cavite 

5 (10) formee dans ie substrat (2), caracterise en ce que les cavites, gravees 
dans un materiau constituant le substrat, se presentent sous forme de puits 
traversant le substrat avec une paroi laterale continue (11) de symetrie axiale, 
et en ce que chaque puits debouche sur la face superieure et la face inferieure 
du substrat selon respectivement un orifice d'alimentation (12) et une buse 
10 (14) ouverte selon un orifice d'ejection (13), I'orifice d'alimentation presentant 
une ouverture superieure a rorifice (13) de la buse, et la buse presentant un 
rapport de forme pouvant aller de 1 a 20. 

2. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendicationl, dans lequel la densite de puits atteint 10 000/cm 2 , avec un 

15 debit d'au moins un million de gouttelettes a la seconde. 

3. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendication 1, dans lequel les puits sont configures sous forme matriciel, 
circulate concentrique, en spirale, ou selon une combinaison de ces 
configurations. 

20 4. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon Tune 

quelconque des revendications precedentes, dans lequel la membrane ou le 
substrat presente une structure multicouche integrant les micro-canaux de 
maniere tri-dimensionnelle dans des couches differentes, les micro-canaux 
etant alors couples aux puits par des connexions perpendiculaires aux 

25 ouvertures superieures des puits. 

5. Systeme de. distribution de micro-gouttelettes selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, dans lequel I'ensemble des 
moyens de deformation est gere par une unite de commande programmable a 
travers un reseau de multiplexage pour declencher simultanement ou 

30 successivement Inspiration ou rejection de reactifs identiques ou differents a 
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travers tous les puits, a travers des blocs de puits preselectionnes ou certains 
puits preselectionnes. 

6. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon I'une 
quelconque des revendications precedentes, dans lequel le materiau du 

5 substrat ou de la membrane est choisi parmi les materiaux semi-conducteurs, 
le polysilicium, les verres, les nitrures de silicium, les ceramiques, les 
materiaux thermoplastiques, les elastomeres, les resines photosensibles 
epaisses, et les metaux electro-formes ou electro-erodes. 

7. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
10 revendication 5 ou 6, dans lequel la gravure du substrat ou de la membrane 

est choisie parmi la gravure chimique, la RIE, D-RIE, la photolithographie, la 
gravure par electroerosion ou electroformage, le moulage et la polymerisation, 
le decoupage au laser, les ultrasons, ou la projection d'abrasifs. 

8. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
15 revendication 7, dans lequel la membrane est gravee afin de realiser un 

reseau de micro-canaux d'alimentation des puits, ces micro-canaux etant 
couples en extremite a au moins un reservoir d'alimentation en reactif. 

9. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendicationl, dans lequel les moyens de deformation locale (65, 70) de la 

20 membrane (3) sont constitues par des actionneurs electromagnetiques et 
piezoelectriques, magnetostrictifs, electrostatiques ou par electro-evaporation. 

10. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendication 1 , dans lequel fes forces de deformation de la membrane sont 
creees par mise en resonance propre de la membrane (3) ou par vibration de 

25 I'extremite des buses (14. 

11. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendicationl, dans lequel les puits de chaque ligne d'une configuration 
matricielle sont alimentes par un meme reservoir (4) a travers un micro-canal 
(20) forme dans la membrane parallelement a la ligne de puits (10) et couple 

30 lateralement a la ligne ou orthogonalement au plan du substrat (2), les 



PCT/FR01/01873 



19 

reservoirs etant graves dans la membrane ou disposes a distance et relies 
aux micro-canaux par des connexions souples. 

12. Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendicationl, dans lequel la tete d'impression (1) possede un nombre de 

5 lignes egal a un multiple de quatre, afin de proceder a la synthese de sondes 
d'ADN a partir des quatre mononucleotides (A, C, T, G) pour la preparation de 
bio-puces, et dans lequel les puits de chaque ligne sont alimentes par un 
meme reservoir a travers un micro-canal (3.2)" forme dans la membrane (3) 
parallelement aux lignes, les reservoirs etant graves dans la membrane ou 
io disposes a distance et relies aux micro-canaux par des connexions souples 
(7). 

13. Cartouche de distribution comprenant au moins un 
systeme de distribution selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, prerempli de reactifs (51), et des plaquettes de Titration (81) 

15 pouvant presenter des micro-cuvettes (80) formees par gravure de type micro- 
electronique, par usinage, par moulage, et par thermoformage. 

14. Kit de distribution comprenant au moins un systeme de 
distribution selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, equipee d'au 
moins une pompe d'aspiration (8), et au moins une plaquette de Titration (81), 

20 pouvant etre preremplies de reactif. 

15. Cartouche selon la revendication 13 ou kit selon la 
revendication 14, dans lequel la plaquette de Titration presentent des micro- 
cuvettes equipees d'electrodes polarisees, le test de reactivite des cellules 
etant optique ou electrique. 

25 16. Plaquette de Titration selon la revendication 15, dans 

laquelle une difference de potentiel est appliquee entre ces electrodes afin de 
creer une polarisation dans les cellules et favoriser I'effet therapeutique sur 
des cellules. 

17. Application de la cartouche selon la revendication 13 ou 
30 du kit selon la revendication 14 a la preparation de bio-puces, par synthese in 
situ ou depot d'oligonucleotides pre-synthetises, au criblage sur molecules 
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biologiques, chimiques ou sur cellules, a la preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaceutiques ou de depistages immunologiques, biochimiques 
ou genetiques. 

18. Application du systeme de distribution selon I'une 
5 quelconque des revendications 1 a 10, a I'administration percutanee de 
medicaments par iono-phorese comportant un systeme duplication d'une 
difference de potentiel adequate sur une cellule piezoelectrique (70) pour 
I'administration d'une quantite calibree d'au moins un medicament contenu ou 
forme dans au moins un puits. 

10 19. Application au criblage de cellules tests dans le domaine 

pharmacologique d'un systeme de distribution selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12, dans lequel des medicaments sont deposes sur des 
cellules contenues dans les micro-cuvettes (80) d'une lame de Titration (81), 
equipees d'electrodes polarisees, le test de reactivite des cellules etant 

15 optique ou electrique. 

20. Application selon la revendication precedente, dans 
laquelle une difference de potentiel de valeur adaptee est appliquee entre ces 
electrodes afin de creer une polarisation dans les cellules et favoriser ainsi 
I'effet therapeutique sur les cellules. 

20 21. Application du systeme de distribution selon i'une 

quelconque des revendications 1 a 14, a la filtration selective par fixation sur 
les parois des puits d'une tete d'impression de bio-cellules identiques ou 
differentes ou de composes biochimiques par puits ou par blocs de puits. 

22. Application du systeme de distribution selon la 
25 revendication precedente, dans laquelle la tete d'impression est integree a 

I'embout d'une seringue. 

23. Application du systeme de distribution selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 14, a i'alimentation paraiiele ou 
sequentielle de colonnes de spectrometre de masse ou de chromatographes. 
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